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1. Използвани съкращения 
АТ - антитяло 
ГИТ - гастроинтестинален тракт 
КК - карцином на колон 
КРК - колоректален карцином 
ЛВ - лимфни възли 
ЛТ - лъчетерапия 
НЛР - нежелани лекарствени реакции 
ОП - обща преживяемост 
ХТ – химиотерапия 
5-FU - 5-fluorouracil 
AJCC - American Joint Committee on Cancer 
ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group 
EGFR - Epidermal growth factor receptor 
KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
NIH - Американския здравен институт  
PS - общо състояние 
ROC - Receiver operating characteristic 
VEGF - Vascular growth factor  
СЕА -  карциноембрионален антиген 
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2.УВОД 
 
Колоректалният карцином (КРК) е трети по честота в структурата на 
онкологичната заболяемост в световен мащаб. От 30% до 50% от пациентите 
прогресират въпреки адекватно проведеното лечение. КРК е втората по честота 
причина за смърт от злокачествени заболявания. 
Автофагията е процес, при който се разграждат клетъчни органели и протеини, 
поддържа се клетъчния биосинтез в условия на нарушено хранене или метаболитен 
стрес. Нарушенията в механизмите й са свързани с геномно увреждане и 
туморогенеза. Инхибиторите на автофагията в комбинация с химиотерапевтици 
подтискат туморния растеж и задействат клетъчната смърт в по-голяма степен, 
отколкото самостоятелното приложение на химиотерапия. От друга страна, стрес-
индуцираната автофагия в туморните клетки може да доведе до резистентност, с 
резултат туморна латентност, рецидив или прогресия. Анализът на клетъчната 
сигнализация в процесите на автофагия може да определи нови терапевтични цели 
за повлияване на туморогенезата. 
Beclin-1 е ключов ген в процеса на автофагия. Моноалелна липса на експресията му 
се установява в 40% до 75% при пациенти с карцином на яйчник, гърда и простата. 
Имунохистохимичното определяне на нивото на експресия на Beclin-1 в туморни 
клетки е един от съвременните методи за детекция на автофагията.   
РЕТ/СТ е метод за начално стадиране на тумора, оценка на резултата от 
провежданото лечение и определяне на терапевтични стратегии, незаменим в 
съвременната онкологична практика.  SUV  е показател за метаболитната активност 
на описаните находки. Интензивният глюкозен метаболизъм е индикатор за 
агресивност на тумора. 
 
Съществуват данни, че SUVmax при изследване, проведено преди началото на 
лечението има потенциала да бъде прогностичен маркер при болни с колоректален 
карцином в метастатичен стадий. Макар и не много на брой проучвания до 
настоящия момент разкриват възможността експресията на Beclin-1 в първичния 
тумор да служи като предиктивен маркер за отговор към 5-FU базираната 
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химиотерапия при тези болни, независимо от пол, възраст, локализация на тумора, 
мутационен статус и други клинико-патологични характеристики. 
 
 
 
4. ЦЕЛИ 
 
 Да се потърси корелация между експресията на Beclin-1 в първичния тумор при 
пациенти с карцином на колона в метастатичен стадий и стойностите на SUVmаx от 
PET/CT, KRAS мутационния статус, степента на туморната диференциация, пола и 
възрастта, както и връзката й с биологичното поведение на тумора. 
 
 
Във връзка с така формулираната цел дисертационният труд си поставя следните  
 
5. ЗАДАЧИ: 
 
1. Да се селектират болни с карцином на колон в  метастатичен стадий . 
 
2. Сравнително да се проучат нивата на имунохистохимична експресия на Beclin-1 в 
първичния тумор на пациенти с карцином на колона. 
 
3. Да се анализират корелациите между имунохистохимичните нива на експресия на 
Beclin-1  и клинико-патологичните характеристики на болните с  карцином на 
колона. 
 
4. Да се анализира предиктивната възможност на експресията  на Beclin-1 в 
първичния тумор за отговор към 5-FU базираната първа линия химиотерапия. 
 
5.  Да се анализира прогностичния потенциал на експресията  на Beclin-1 в 
първичния тумор по отношение на  преживяемостта на болните. 
 
6. Да се потърси корелация между нивата на Beclin-1 и SUV-max преди началото на 
терапията. 
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6. Материали и методи 
6.1. Бази за реализиране на дисертационния труд:  
• Клиника по медицинска онкология – Университетска болница “Св. Марина” - Варна 
• Катедра по обща и клинична патология, съдебна медицина и деонтология– 
Медицински Университет и Университетска болница “Св. Марина” – Варна  
• Клиника по нуклеарна медицина и метаболитна терапия- Университетска болница 
“Св. Марина” – Варна  
6.2. Пациенти и методи 
Проведохме ретроспективно неинтервенционално едноцентрово клинично изпитване.  
Включени бяха общо 98 пациенти, 43 от които бяха с направена PET/CT преди 
началото на лечението и отговаряха на следните включващи критерии: наличие на 
нерезектабилни чернодробни метастази-множествени-над 3 на брой или с размери ≥ 
5см и нямаха изключващи критерии -метастази с друга локализация при РЕТ/СТ 
изследването и неконтролиран захарен диабет. Най-общо пациентите бяха в 
метастатичен стадий и  показани за провеждане на първа линия системна 
химиотерапия. Част от тях са били лекувани в адювантен аспект в миналото.  
Пациентите бяха  в добро общо състояние, което бе оценено според скалата на ECOG 
(Oken et al., 1982) - пърформанс статус < 2 (приложение 1). Всички 98 пациенти, 
участващи в изпитването, имаха хистологично потвърдена онкологична диагноза 
метастатичен колоректален аденокарцином в стадий IV според 7-мо издание на AJCC 
(American Joint Committee on Cancer) (Sobin and Compton, 2010) (приложение 2). При 
всички е било проведено радикално хирургично отстраняване на първичния тумор в 
дебело черво. Болните бяха подходящи за провеждане на 5-FU базирана системна 
химиотерапия. Системното лечение е проведено в МБАЛ „Света Марина“ – Варна.  
6.3. Медицинска история на пациентите 
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За всеки пациент в изпитването бе създадено отделно медицинско досие, включващо 
следната информация:  
Демографски данни 
Имена:  
ID номер / дата на раждане:  
Възраст: под 65 години и над 65 години  
Пол: мъж / жена  
Медицинска история 
Пърформанс статус / ECOG: Общото състояние на всеки пациент според ECOG е 
оценено изходно като 0 или 1. 
Придружаващи болести  
 Информация за онкологичната болест: 
Клинична диагноза: локализация на първичния тумор, TNM стадиране, степен на 
диференциация 
Дата на операция  
Обем на хирургия  
Хистологичен резултат: номер, дата, брой парафинови блокчета 
Локализация на далечни метастази / рецидив 
Молекулярно-патологичен анализ на RAS-ген: налична или липсваща мутация 
Дата на започване на първа линия химиотерапия 
Вид на първа линия химиотерапия  
Продължителност на първа линия химиотерапия 
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Преживяемост без прогресия на болестта  
Обща преживяемост 
 
6.4. Рутинни клинични изследвания 
Параметрите за изследване и проследяване бяха предварително дефинирани и 
ретроспективно събрани  в рамките на нашето изпитване.  
6.4.1. Туморно блокче от първичния тумор за хистологичен анализ: фиксация в 
неутрален формалин, включване в парафинни блокчета, стандартно оцветяване с 
хематоксилин- еозин и оцветяване за оценка на туморна експресия на Beclin-1. 
6.4.2. Образна диагностика - CT, PET/CT като изходни изследвания и контрола при 
проследяване в хода на системно лечение. 
 
6.5. Специфични методи на изследване: 
Туморният тъканен биомаркер е изследван в Катедра Обща и Клинична патология на 
МБАЛ „Света Марина“, гр. Варна. При всички 98 пациенти е взета туморна тъкан от 
първичния тумор, която е рутинно фиксирана в неутрален формалин за 18-24 часа и 
включена в парафиново блокче за трайно съхранение. Направени са 4-8 среза от 
тъканта с дебелина 4-μm. За целите на имунохистохимичното изследване е извършена 
депарафинизация с ксилол, пробите са дехидратирани във възходяща редица от етанол 
до дестилирана вода. Разкриването на антигените се осъществи с предварително загрят 
EnVision FLEX Target Retrieval Solution (работен разтвор) in PT Link контейнер и 
инкубиран за 20 минути при температура 97°C и pH=6. След охлаждане пробите бяха 
поставени в разтвор на стайна температура FLEX Wash Buffer (20x) за 1-5 минути. 
Срезите бяха оцветени по протокол FLEX чрез използване на автоматичния оцветител 
Dako Autostiner/Autostainer Plus. Пробите бяха изследвани с поликлонално заешко 
антитяло за Beclin-1 (Abcam’s RabMAb® technology). Първичните антитела (анти- 
Beclin-1, разтворено в съотношение 1:100) са инкубирани за 20 минути. Нивата на 
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експресия на Beclin-1 са определени чрез използването на детекционна система анти-
поливалентен HRP/DAB. Като последна стъпка реакцията бе визуализирана чрез 
подходящ субстратен хромоген (DAB, Diaminobenzidine) реагент. Всички срезове бяха 
и контролно оцветени с Майеров хематоксилин за морфологично потвърждаване. 
Оценка на имунохистохимичното изследване е направена, като са изследвани 10 полета 
на най-голямо увеличение (х400) за всеки отделен случай. Направени са дигитални 
снимки на случаите с помощта на сканиращия апарат- Leica Aperio ScanScope AT2 
device (Aperio Technologies, Vista, CA) с последващи анализи на сканираните образи с 
ImageScope V12.1.0.5029 (Aperio). 
Beclin-1 - нива на експресия и интерпретация на резултатите 
Позитивно оцветяване се идентифицира, когато се регистрира цитоплазмено 
оцветяване в кафява оцветка. Измерени бяха процент (P) и интензивност (I) на 
оцветяване на Beclin-1; позитивните туморни клетки се интерпретират чрез полу-
количествен анализ. Процентът на Beclin-1 позитивни клетки (P) бе оценен като 0 (по-
малко от 10 % позитивни клетки), 1 (10-49 % позитивни клетки), 2 (50-74% позитивни 
клетки) или 3 (повече от 75% позитивни клетки). Интензивността бе оценена по 
следния начин: 0 (безцветно), 1 (светложълто до кафяво), 2 (кафяво), 3 (тъмнокафяво). 
Получените резултати за процента оцветени клетки (P) и интензивността на тяхното 
оцветяване (I) бяха сумирани в общ скор. Общата сума на (P) и (I) бе оценена за всеки 
отделен случай и крайният скор на биомаркерните нива беше дихотомно разделен 
според медианата на пробите (всички случаи над медианата бяха отразявани като 
високи експресионни нива, а тези под медианата – като ниски експресионни нива) 
(Фигура 4).  
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Фигура 4. Имунохистохимично изследване на Beclin-1 А. Ниска експресия В. Висока 
експресия 
6.6. Избор и продължителност на лечение  
При всички пациенти са проведени минимум 3 месеца системно лечение. Видовете 
химиотерапевтично лечение и използвани схеми са обобщени в таблица 1. 
Вид системно лечение Доза 
Начин на 
приложение 
Ритъм на 
приложение 
 FOLFOX4 (± Бевацизумаб)  През 14 дни 
    Oxaliplatin 85 mg/m2 IV, 120 минути Ден 1 
    Leucovorin 200 mg/m2 IV, 120 минути Дни 1 + 2 
    Fluorouracil 400 mg/m2 IV bolus, последвани от 
    Fluorouracil 600 mg/m2 IV, 22 часова 
инфузия 
Дни 1 + 2 
  ±  Бевацизумаб 10 mg/kg 30-90 минути Ден 1 
FOLFIRI (± Бевацизумаб)  През 14 дни 
    Irinotecan 180 mg/m2 IV, 30-90 минути Ден 1 
    Leucovorin 200 mg/m2 IV, 120 минутна 
инфузия 
Дни 1 + 2 
    Fluorouracil 400 mg/m2 IV bolus, последвани от 
    Fluorouracil 600 mg/m2 IV, 22 часова Дни 1 + 2 
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Вид системно лечение Доза 
Начин на 
приложение 
Ритъм на 
приложение 
инфузия 
  ±  Бевацизумаб 10 mg/kg 30-90 минути Ден 1 
XELOX (± Бевацизумаб)  През 21 дни   
    Oxaliplatin 85 mg/m2 IV, 120 минути Ден 1 
    Capecitabine 2000-2500 mg/m2 p.o. Дни 1 - 14 
  ±     Бевацизумаб 15 mg/kg 30-90 минути Ден 1 
Capecitabine ± Бевацизумаб  През 21 дни 
    Capecitabine 2000-2500 mg/m2 p.o. Дни 1 – 14 
  ±     Бевацизумаб 15 mg/kg 30-90 минутна 
инфузия 
Ден 1 
Таблица 1. Терапевтични режими 
Съкращения: FOLFOX - oxaliplatin, fluorouracil и leucovorin; FOLFIRI – irinotecan, 
fluorouracil и leucovorin; XELOX – oxaliplatin, capecitabine; IV – интравенозно 
приложение; p.o. – прием през устата. 
6.7. Образна оценка на терапевтичен отговор, модели на отговор и определяне на 
крайни точки 
Образна оценка на болестта бе проведена изходно преди първа линия лечение; оценка 
на терапевтичен отговор бе контролно регулярно и ритмично провеждана – на всеки 4-
6 цикъла лечение (3 месеца) по време на лечението с химиотерапия±таргетна терапия, 
до регистриране на прогресия на болестта според RECIST 1.1 или при поява на 
клинични симптоми. Като образни методики се провеждаше СТ на гръден кош, корем 
(и други зони при нужда от оценка на други таргетни лезии) или чрез РЕТ/СТ. Всички 
пациенти и в трите групи имат мерими лезии според Response Evaluation Criteria in 
Solid Tumors version 1.1 (RECIST 1.1); (Therasse et al., 2000) и оценката се провеждаше 
според критериите на RECIST 1.1. В хода на системно лечение бяха определени 
следните параметри: преживяемост без прогресия, степен на обективен отговор и обща 
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преживяемост, където това можеше да бъде определено. Отговор към лечение се 
дефинира като пълен отговор (CR), частичен отговор (PR) или стабилна болест (SD). 
Пациентите са проследени за период от средно 3 години след началото на първа линия 
системно лечение.  
За оценка на отговор към проведеното лечение използвахме критериите RECIST 1.1 
(Therasse et al., 2000) (Таблица 2).  Тези критерии са въведени за дефиниране и 
уеднаквяване с цел съпоставимост на критериите за отговор от провеждано 
химиотерапевтично лечение при солидните тумори, както и за уеднаквяване на начина 
на докладване и отчитане на резултатите от различните клинични проучвания. 
Интересен е фактът, че въпреки че критериите са изпитвани с по един 
монотерапевтичен агент, принципите за оценка на отговор важат и за лекарствени 
комбинации. Всички измервания са отчитани в метрична система в мм/см. Изходното 
изследване и измерване е извършвано възможно най-близо до началото на лечението и 
максимум четири седмици преди начало на лечението. Изходно всички туморни лезии 
са категоризирани по следния начин:  
- мерими лезии - лезии, които могат да се измерват точно в най-малко едно 
измерение (отбелязва се дългия размер) като ⩾20 mm с конвенционални техники 
или като ⩾10 mm със спирална СТ; 
- немерими лезии - всички други лезии, включително малки лезии (дълъг размер < 20 
мм с конвенционални техники или <10 мм с спирална СТ и наистина неизмерими 
лезии). За немерими лезии се считат следните: костни лезии, свободни изливи  - 
асцит, плеврален / перикарден излив, белодробен или кожен лимфангит. 
Таргетни лезии Нетаргетни лезии Нови лезии Общ отговор 
CR CR Не CR 
CR Непълен отговор/SD Не PR 
PR Non-PD Не PR 
SD Non-PD Не SD 
PD Всяка  Да или Не PD 
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Any PD Да или Не PD 
Any Всяка Да PD 
Отговор към лечение = CR + PR + SD 
Таблица 2. Видове отговор към провежданото лечение спрямо оценката на 
таргетни/нетаргетни лезии.  
Използвани съкращения: CR = пълен отговор; PR = частичен отговор; SD = стабилна 
болест; PD = прогресия на болестта. 
Възможните типове отговор към провежданото лечение са систематизирани в таблица 5 
и се отчитат като: 
1. CR или пълен отговор - изчезване на всички таргетни лезии;  
2. PR или частичен отговор - най-малко 30% намаляване на общия сбор от най-
дългите размери на таргетните лезии спрямо изходното измерване или поредна 
контрола с най-ниския сбор на тези диаметри;  
3. PD или прогресия на болестта - поне 20% увеличение в размера на сбора от най-
дългите диаметри на таргетните лезии спрямо най-малката сума спрямо 
изследването (изходно или контрола в хода на лечение). Като PD се счита и 
появата на една или повече нови лезии;  
4. SD или стабилна болест - нито достатъчно свиване, което да се оцени като 
частичен отговор, нито достатъчно увеличение, което да се оцени като 
прогресия на болестта, като за сравнение се взема най-малкия сбор от най-
дългите диаметри на фона на провежданото лечение. 
6.8. Статистически дизайн и анализ 
Клинико-патологичните характеристики са обобщени чрез честота и проценти. 
Разпределението на пробите бе тествано за нормалност чрез теста на Kolmogorov-
Smirnov и използвахме Mann Whitney U test за сравняване на груповите средни 
стойности. Периодът на проследяване на пациентите е от 01 Януари 2012 до 31 
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Декември 2015. Бяха измерени корелациите между следните биомаркери и клинични 
параметри: преживяемост без прогресия (PFS), което е дефинирано като времето между 
начало на първа линия лечение и първата документирана прогресия или регистрирана 
смърт; Степен на отговор (SD, PD, PR, CR), която е оценявана чрез критериите на 
RECIST 1.1 (Therasse et al., 2000). Времето до настъпване на събитието и крайните цели 
са анализирани по методите на Kaplan-Meier.  
Прогностичната и предиктивната стойност на всеки биомаркер са оценени чрез Cox 
пропорционален хазарден модел за time-to-event end points. Cox регресионният анализ 
бе използван за определяне HRs и интервал на конфиденциалност 95% CIs по 
отношение на групите на лечение, нивата на изследваните биомаркери и оценка на 
взаимодействието между провежданото лечение и съответния биомаркер.  
Статистическият анализ е осъществен чрез програмен пакет SPSS version 23 и включва 
следните методи: 
(1) Дeскриптивен анализ за определяне на статистически величини: средна стойност, 
стандартна грешка на средната, минимални и максимални стойности, медиана.  
(2) Непараметрични методи:  
󲐀 Kolmogorov–Smirnov Test: тест за проверка на нулевата хипотеза и определяне на 
типа на разпределение на стойностите с оглед подбор на параметричен или 
непараметричен корелационен метод за анализ.  
(3) Статистическо изследване на зависимости чрез корелационен анализ:  
󲐀 чрез определяне коефициент на Spearman (непараметричен метод) и/или  
󲐀 чрез коефициент на Pearson (параметричен метод)  
󲐀χ2 –test или Fisher exact test 
(4) Kaplan–Meier Test за преживяемост.  
(5) Cox регресионен модел за унивариантен анализ с цел подбор на фактор с 
независимо прогностично значение.  
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(6) Графично изобразяване на статистическите данни.  
При всички проведени анализи се приема допустимо ниво на значимост р<0.05 при 
доверителен интервал 95%.  
7. Резултати 
7.1 Връзката между експресията на Beclin-1 и SUVmax 
  
Като изходна точка бе извършено  18F-FDG PET/CT и туморният отговор бе оценен (с 
PET/CT или CТ) на равни интервали  - на всеки 3 месеца за всеки цикъл 5-FU базирана 
химиотерапия  ±  прицелна терапия до прогресия на заболяването.   Клиничните и 
патологоанатомични изходни характеристики на пациентите са обобщени в Таблица 3.  
 
SUVmax  Възраст при 
поставяне на Дг 
Разпределение 
по пол,% 
 Разпределение 
според KRAS 
мутационен 
статус,% 
висок 66.1± 9.3 Жени  36.4 
Мъже     63.6 
RAS M+      40.9 
нисък 63.1± 9.0 Жени  40.9 
Мъже    59.1 
RAS M+      50 
p-value 0.4 0.6 0.3 
 
Таблица 3. Клинико-патологични характеристики на пациентите според нива на 
SUVmax 
 
7.2. Предиктивно и прогностично значение на стойностите  SUVmax преди лечението 
при пациенти с нерезектабилни чернодробни метастази при колоректален карцином 
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Пациенти с високи стойности на SUVmax сред изследваните пациенти с колоректален 
карцином с нерезектабилни чернодробни метастази не показаха съществена разлика в 
преживяемостта без прогресия в сравнение с тези с ниски стойности (средно 10.04 
месеца към 7.87 месеца) (Фигура 5). 
 
 
 
Фигура 5. Kaplan-Meier криви на разпределение на преживяемостта без прогресия 
(PFS). Средната PFS за групата пациенти с ниски нива на SUVmax не се различва 
сигнификантно от тези с високи такива. 
 
 
 
Фигура 6. Kaplan-Meier криви на разпределение на общата преживяемостта (ОS). 
Средната ОS за групата пациенти с ниски нива на SUVmax се различва сигнификантно 
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от тези с високи такива (средно 29.3 месеца към 21.6 месец, съответно, log-rank test 
p<0.05) 
 
Пациенти с високи стойности на SUVmax преди лечението при колоректален карцином 
и нерезектабилни чернодробни метастази имаха съществена разлика в общата 
преживяемост в сравнение с тези с ниски стойности (средно 21.6 месеца към 29.3 
месецa, log-rank test p<0.05) (фиг. 6). Освен това високите стойности на SUVmax са 
също сигнфикантно свързани с лоша обща преживяемост HR, 2.05; (95 % CI, 1.016–
4.155, p=0.04) (Табл. 4) 
 
                       Унивариативен анализ            Мултивариативен анализ 
Variable Hazard ratio 95%   CI P-value Hazard 
ratio 
95%   CI P-value 
Възраст 1.02 0.98-1.06 0.18 1.006 0.96-1.05 0.78 
Пол 1.18 0.57-2.45 0.65 1.32 0.54-3.23 0.53 
KRAS статус 2.17 0.96-4.68 0.08 2.87 0.83-7.38 0.13 
SUVmax 2.05 1.02–4.15 0.04 2.41 0.87–6.66 0.09 
Beclin-1 
експресия 
1.25 0.57-2.74 0.56 1.33 0.52-3.42 0.55 
Химиотерапия 
± Таргетна 
терапия  
0.87 0.42-1.82 0.72 0.42 0.12-1.5 0.17 
 
Таблица 4. Унивариантен и мултивариантен анализ за оценка на общата преживяемост 
 
7.3. Зависимост между Beclin-1, SUVmax и KRAS статус 
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Корелационният анализ на Spearman разкри, че нивата на експресия на Beclin-1 и 
SUVmax показват зависимост с коефициент от -0.42 (p = 0.006) (Фигура 7). 
 
 
Фигура 7. Корелация между степента на експресия на Beclin-1 и SUVmax 
 
Пациенти с ниска експресия на Beclin-1 имат сигнификантно по-високи стойности на 
SUVmax в сравнение с пациентите с висока експресия ( средно 10.01±4.4 към 6.6±2.7, p 
= 0.001) (Фиг. 8).   
 
Фигура 8. Графика показваща според експресията на Beclin-1. Mann-Whitney тест 
показа сигнификантна разлика в стойностите на SUVmax в двете групи. 
 
Експресията на Beclin-1 не е свързана с KRAS статуса, възрастта  и пола. ROC анализът 
разкрива, че граничните стойности на SUVmax служат за разграничаване между 
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пациентите с ниска и висока експресия на Beclin-1 (AUC = 0.809, 95% CI: 0.670–0.948, p 
= 0.001) със сензитивност 76.9% и специфичност 80% (Фигура 9). 
 
 
Фигура 9. ROC анализ, разделящ болните според стойностите на SUVmax на групи с 
ниска и висока експресия на Beclin-1. Диагностичната прецизност на SUVmax се 
определя чрез оценка на най-голямата площ под кривата (AUC=0.809, 95% CI: 0.670–
0.948, p = 0.001). 
 
 
7.4. Влияние на експресията на Beclin-1 върху общата преживяемост и 
преживяемостта без прогресия 
 
Проведохме ретроспективно проучване, в което участваха 98 пациента  с доказан 
карцином на дебело черво в метастатичен стадий, провели първа линия системна 
химиотерапия в УМБАЛ „Св.Марина”. 
Разпределението по пол е в полза на мъжете - 57%, спрямо 43% за жените (Фигура 10). 
Средната възраст на участниците в това проучване е 63,9 ± 9,6 като минималната е 28г., 
а максималната 82г. 
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Фигура 10. Разпределението по пол на 98 болни, участващи в ретроспективното 
проучване 
 
КRAS мутационен статус бе възможно да  сe изследва при 79 от болните, като 
разпределението е 39% за KRAS M+, спрямо 61% за KRAS WT (Фигура 11). 
 
 
 
Фигура 11. Разпределението по КRAS мутационен статус  на 79 болни, участващи в 
ретроспективното проучване 
 
 
39%
61%
KRAS M+
KRAS WT
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7.5. Предиктивна и прогностична стойност на експресията на Beclin-1 в първичния 
тумор и KRAS мутационния статус 
 
Проведохме имунохистохимично изследване на експресията на Beclin-1 в материал от 
първичния тумор на пациенти, лекувани в Клиника по медицинска онкология на 
УМБАЛ ”Света Марина” в периода от 01.01.2012г. до 31.12.2015г. Не бе открита 
корелация между експресията на Beclin-1 в първичния тумор и пола, степента на 
диференциация на карцинома и KRAS статуса. 
Средната преживяемост без прогресия (PFS) за групата пациенти с ниска експресия на 
Beclin-1 бе 7.7 месеца (95% CI, 4,6-6,4), срещу 5.5 месеца (95% CI, 5,6-9,9) за групата с 
висока експресия (log rank test p=0,04) (Фигура 12).  
 
Фигура 12. Kaplan-Meier криви на разпределение на преживяемостта без прогресия 
(PFS). Средната PFS за групата пациенти с ниска експресия на Beclin-1 е 7 месеца (95% 
CI, 4,6-6,4) в сравнение с групата пациенти с висока експресия където PFS е  5.5 месеца 
(95% CI, 5,6-9,9) (log-rank test p =0 .04).  
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Фигура 13. Kaplan-Meier криви на разпределение на общата преживяемост (ОS). 
Средната ОS за групата пациенти с ниска експресия на Beclin-1 не се различва 
сигнификантно от тези с висока експресия 
 
Cox регресионният анализ показа, че болните с висока експресия на Beclin-1 имат 
тенденция за повишен риск за прогресия на болеста HR-1,44 (95% CI, 0,9-2,2;p=0,09). 
Анализът на общата преживяемост (ОS) на болните не показа сигнификантна разлика 
между тези с ниска и висока експресия (Фигура 13). 
 
Фигура 14. Kaplan-Meier криви на разпределение на преживяемостта без прогресия 
(PFS). Средната PFS за групата пациенти с известна RAS M+ е 5.3 месеца в сравнение с 
групата пациенти с RAS WT където PFS е  7.3  месеца (95% CI, log-rank test p >0 .05).  
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Средната PFS за групата пациенти с известна RAS M+ е 5.3 месеца в сравнение с 
групата пациенти с RAS WT където PFS е  7.3  месеца (95% CI, log-rank test p >0 .05) 
(Фигура 14) 
 
 
 
 
Фигура 15. Kaplan-Meier криви на разпределение на общата преживяемост (ОS). 
Средната ОS за групата пациенти с известна RAS M+ е 22.1 месеца в сравнение с 
групата пациенти с RAS WT където ОS е 33.8  месеца (95% CI, log-rank test p = 0 .05). 
Средната ОS за групата пациенти с известна RAS M+ е 22.1 месеца в сравнение с 
групата пациенти с RAS WT където ОS е 33.8  месеца (95% CI, log-rank test p = 0 
.05)(Фигура 15). 
7.6. Прогностичната стойност на степента на диференциация 
15 болни бяха с карциноми с ниска степен на диференциация G3, останалите 83 бяха с 
средна степен на диференциация G2. Не бе намерена връзка между степен на 
диференциация и експресията на Beclin-1 в тумора (p=0.22) (таблица 5). 
 
 
Beclin-1 експресия 
Total 0 1 
Степен на 
диференциация 
2 Count 29 49 78 
Expected Count 31,2 46,8 78,0 
3 Count 9 8 17 
Expected Count 6,8 10,2 17,0 
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Total Count 38 57 95 
Expected Count 38,0 57,0 95,0 
 
    
 
Taблица 5. Връзка между експресията на Beclin-1 и степента на туморна 
диференциация. 
 
 
 
Фигура 16. Kaplan-Meier криви на разпределение на общата преживяемост (ОS). 
Средната ОS за групата пациенти със степен на диференциация G2 е 28.5 (95% CI, 23.5-
33.6) месеца в сравнение с групата пациенти със степен на диференциация G3 където 
ОS е 12.2 месеца (95% CI, 8.9-15.4) ( log-rank test p < 0 .05).  
Болните с умерена диференциация на тумора имат сигнификантно по-дълга средна 
обща преживяемост 28.5 месеца спрямо болните с ниска диференциация на карцинома- 
12.2 месеца (Фигура 16). Болните с умерена диференциация се асоциират и с по-добра 
прогноза HR 0.25 (95% CI, 0.13-0.47, p<0.01). 
6. Дискусия 
В днешно време PET/CT е широко използван метод за образна диагностика - за 
стадиране  на  колоректален карцином и оценяване на метаболитния отговор към 
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химиотерапия. Този метод може да бъде от съществено значение при вземане на 
клинични решения. Нашето ретроспективно проучване имаше за цел да оцени 
предиктивните и прогностични възможности на Beclin-1  и  на предлечебните 
стойности на SUVmax при 43 пациенти с карцином на колона и нерезектабилни 
чернодробни метастази. Нашите резултати предполагат, че високите стойности на 
SUVmax преди започване на лечението са важен маркер за лоша преживяемост при 
пациенти с нерезектабилни чернодробни метастази. В допълнение ние намерихме 
потенциална връзка между Beclin-1 като съществен маркер за автофагия и SUVmax.  
В малко проучване, включващо 25 пациенти с колоректален карцином бе изследвана 
връзката между двегодишната преживяемост без прогресия и 18F-FDG PET 
метаболитния отговор определен според критериите на European Organization for 
Research and Treatment of Cancer. В това проучване посттерапевтичната промяна в 
SUVmax с 2.0 или по-малко в лезията с най-високо натрупване на 18F-FDG, бе силен 
предиктор за преживяемост без прогресия (Juweid and Cheson, 2006).  Други изпитвания 
също откриха, че степента на натрупване на 18F-FDG, измерена чрез SUV, служи като 
независим прогностичен фактор при болни с чернодробни метастази (Hendlisz et al., 
2012).  Други проучвания обаче не намериха връзка между стойността на SUV и 
прогнозата на пациента (Fendler et al., 2013).  
Някои автори докладваха, че изходното ниво на 18F-FDG-РЕТ предсказва възможността 
за обективен отговор, но не и  възможността за метаболитен отговор и пациентите с 
пълен отговор показват сигнификантно по-дълга преживяемост без прогресия (Xia et 
al., 2015).  В допълнение  други изследователи докладваха, че високо последващо 
натрупване на 18F-FDG SUVmax и стойностите на Стандартизирана добавена 
метаболитна активност (SAM) се доказват като сигнификантни прогностични фактори 
както за преживяемост без прогресия, така и за обща преживяемост. Тези открития 
осигуриха по-нататъшното утвърждаване на прогностичната роля на 18F-FDG PET при 
оценката на отговора от лечението при пациенти с метастатичен колоректален 
карцином и потвърдиха важността  на метода при лечението на тези пациенти. Докато 
високи последващи стойности на SUVmax се показаха като негативен прогностичен 
фактор, ΔSUVmax  преди и след лечението не показа никаква прогностична стойност. 
Нашите данни предполагат, че интензивният глюкозен метаболизъм в чернодробните 
метастази е индикатор за агресивност на туморния процес  и може да бъде използван 
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като негативен прогностичен фактор. Широкият обхват на SUV, показан в 
проучванията, може да бъде обусловен от няколко фактора като технически разлики в 
отделните институции, хетерогенността на изследваните групи пациенти и разликите в 
PET скенерите и протоколите за придобиване и обработка на данни.  
 
Използването на 18F-FDG PET/CT е сравнително необичайно при изследването на генна 
или протеинова експресия. Само няколко проучвания намериха асоциация между 
натрупването на 18F-FDG и KRAS мутацията. Нашите резултати потвърдиха откритията 
от скорошни клинични проучвания, които докладваха липсата на корелация между 
KRAS мутациите и натрупването на 18F-FDG при пациенти с метастатичен карцином на 
колона (Krikelis et al., 2014). Различни лаборатории идентифицираха Beclin-1 като 
потенциален маркер при мониторирането на прогнозата при болни с колоректален 
карцином с много противоречиви резултати. Нашите резултати предполагат, че 
пациентите с карцином на колона с ниска експресия на Beclin-1 в първичния тумор 
имат високи стойности на SUVmax, което на свой ред може да бъде асоциирано с по-
дълга преживяемост без прогресия.  Резултатите ни също предполагат, че високата 
експресия на Beclin-1 корелира с ниски стойноси на SUVmax, което е благоприятен 
прогностичен показател за обща преживяемост при пациенти с дебелочревен карцином. 
В допълнение ROC анализът разкрива, че SUVmax може да бъде използван за 
разграничаване на тумори с висока и ниска експресия на Beclin-1. Това проучване е 
първото, което оценява връзката между Beclin-1 и предлечебното ниво на SUVmax в 
чернодробни метастази.  Трябва да се има предвид, че ролята на автофагията в 
метастазирането и прогнозата на колоректалния карцином е много слабо проучена. 
Бъдещи проучвания трябва да доизяснят тази връзка.  
Въпреки че статистически нашето проучване е лимитирано от малкия брой пациенти, 
то потвърждава, че пациенти с високи стойности на SUVmax преди началото на 
лечението могат да се смятат за високорискови. Резултатите ни предполагат, че 
стойността на SUVmax 18F-FDG PET/CT преди започване на терапията е полезен метод 
за прогнозиране на преживяемостта при пациенти с карцином на колона с 
нерезектабилни чернодробни метастази и може да окаже голямо значение при 
разграничаването на пациентите с висока и ниска експресия на Beclin-1. Това може да 
позволи ранен и по-интензивен подход при прилагането на стандартната терапия във 
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връзка с повлияването на клиничния изход или да допринесе за селектирането на 
подходящи пациенти за нови клинични проучвания, чиято основа да бъде нова 
молекулярна таргетна терапия.  
 
Beclin-1 ортолог при бозайниците на дрождения Apg6/Vps30 ген, е смятан за първия 
разпознат генен продукт на автофагията (Cao and Klionsky, 2007; Zeng et al., 2006).  Той 
е свързан с нуклеацията и локусът му е на хромозома 17q21, която е обособена като 
Bcl-2 взаимодействащ протеин (Miracco et al., 2007). Наскоро бе доказана 
свръхекспресия на Beclin-1 в много типове карциноми, включително карцином на 
стомаха (Geng et al., 2012), аденокарцином на панкреаса (Kim et al., 2011)  и 
хепатоцелуларен карцином(Song et al., 2004). Свръхекспресия на Beclin-1 води до 
агресивното клинично поведение при пациенти с  колоректален карцином. Guo и 
сътрудници установиха, че ниската му експресия допринася за по-дългата средна 
преживяемост без прогресия (Guo et al., 2011). Въпреки това ролята на Beclin-1 при 
колоректалния карцином все още е спорна.  
Нашите резултати показват, че експресията на  Beclin-1 в първичния тумор има 
потенциала да бъде предиктивен маркер за отговор към лечение с 5-FU базираната 
първа линия химиотерапия. Някои автори смятат, че Beclin-1 може да служи като 
надежден прогностичен маркер при колоректален карцином. Въпреки това са 
докладвани много противоречиви резултати от различни изследователски групи. Еднo 
проучване показа, че висока екпресия на Beclin-1 корелира с появата на далечни 
метастази (Ahn et al., 2007). Друго проучване демонстрира, че експресията на Beclin-1 е 
в сигнификантна корелация с дълбочината на инвазия и метастазите в лимфните възли 
при други гастроинтестинални тумори (Geng et al., 2012). Всички тези резултати 
показват, че Beclin-1 може да е свързан с появата на далечни метастази при 
колоректален карцином. Съществуват данни, че експресията на Beclin-1 е различна в 
интестинален  и дифузен тип стомашен карцином (Xia et al., 2013). Предполага се, че 
Beclin-1 може да играе различна и в много случаи неуточнена роля при туморната 
диференциация при различните видове карциноми. Резултати от проучване на други 
автори показват, че високата експресия на Beclin-1  е статистически свързана с общата 
преживяемост – свръхекспресията му се асоциира с намалена преживяемост при 
пациенти с колоректален карцином, провеждащи химиотерапия, докато сред пациенти 
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без химиотерапия виоките нива на Beclin-1 водят до по-дълга обща преживяемост (Han 
et al., 2014).  
В заключение нашите резултати демонстрират, че болните с висока експресия на 
Beclin-1 се асоциират с по-висок риск от  прогресия при лечение с 5-FU базираната 
първа линия химиотерапия. Това би спомогнало в бъдещи проучвания да се таргетират 
тези болни с антиавтофагеални инхибитори с цел удължаване на времето без прогресия 
на болестта и евентуално  на общата им преживяемост. 
 
9.Заключение 
 
Изясняването на ролята на автофагията в лечението на рака е от решаващо 
значение, защото много противоракови терапии са свързани с активирането й, въпреки 
че последствията от това не са напълно изяснени. Комплексната роля на автофагията 
при раковото заболяване продължава да се разкрива и е важно изясняването на 
механизмите, чрез които тя влияе както на туморната генеза, така и на лечението. 
Анализът на клетъчната сигнализация при процесите на автофагията може да разкрие и 
да осигури нови терапевтични предимства. 
 
 
 
 
 
 10. Изводи 
 
1. Няма корелация между експресията на Beclin-1 в първичния тумор и клинико-
патологичните характеристики на болните с карцином на колона. 
2. Намери се сигнификантна отрицателна корелация между стойностите на SUVmax и 
експресията на Beclin-1. 
3. Установи се липсата на предиктивна стойност на SUVmax за отговор на лечение към 
5FU базираната първа линия химиотерапия. 
4. Установи се прогностичната стойност на SUVmax по отношение на общата 
преживяемост при болни с дебелочревен карцином и чернодробни метастази. 
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5. Установи се потенциала на експресията на Beclin-1 като предиктивен маркер за 
отговор на лечение към 5-FU базираната първа линия химиотерапия. 
6. Установи се липсата на прогностична стойност на експресията на Beclin-1 по 
отношение на общата преживяемост при болни с дебелочревен карцином в 
метастатичен стадий. 
7. Установи се потенциала на KRAS статуса да бъде прогностичен маркер. 
11. Приноси 
1. За първи път в България се изследва нивото на експресия на маркера за автофагия 
Beclin-1 в първичното огнище при болни с дебелочревен карцином. 
2. За първи път в достъпната световна литература се докладва за връзка между 
експресията на маркера за автофагия Beclin-1 и стойностите на SUVmax, което 
допринася за по-доброто разбиране на  биологията  на даден тумор и осигурява 
възможност за по-агресивно терапевтично поведение. 
3. За първи път в България се докладва за потенциала на експресията на Beclin-1 да 
бъде използван като предиктивен маркер, показващ ефекта на 5-FU базираната първа 
линия химиотерапия. 
4. За първи път в България се докладва прогностичната стойност на SUVmax по 
отношение на общата преживяемост при болни с дебелочревен карцином и 
чернодробни метастази. 
12. Научни публикации и съобщения, свързани с дисертационния труд 
1. Role of the pretreatment 18F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography maximal 
standardized uptake value in predicting outcomes of colon liver metastases and that values 
association with Beclin-1 expression, Bioscience Trends 2017 
2. Автофагия при солидни тумори, Studia Oncologica 2017 
3. Beclin-1 като потенциален предиктивен маркер към 5FU базираната 
ьимиотерапия при болни с метастатичен карцином на колона 2017, Списание на 
Българско онкологично научно дружество 
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Приложение 1  
Пърформанс статус ECOG 
ECOG 0-без симптоми (напълно активен, може да извършва всички  
 дейности от преди разболяването без ограничения) 
ECOG 1-със симптоми, но напълно амбулаторен (ограничения във 
физическата активност, но възможност за извършване на лека 
работа, например лека домашна работа или работа в офис) 
ECOG 2-със симптоми, <50% от деня прекарва на легло (амбулаторен, 
възможност да се грижи изцяло за себе си, но невъзможност за 
каквато и да е трудова дейност) 
ECOG 3-със симптоми, >50%от деня прекарва на легло, но не е 
прикован към леглото (възможност само за ограничени грижи за себе 
си) 
ECOG 4-прикован към леглото (напълно неспособен, невъзможност да 
се грижи за себе си, напълно прикован към леглото или стола) 
ECOG 5-смърт 
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Приложение 2  
Т1-карцином, инфилтриращ субмукозата 
Т2- карцином, инфилтриращ мускуларис проприа 
Т3- карцином, инфилтриращ субсероза  
Т4- карцином, директно инфилтриращ други органи 
N1-метастази в 1-3 регионални лимфни възли 
N2-метастази в 4 или повече регионални лимфни възли 
М1а- метастази, ограничени в един орган 
М1b- метастази, в повече от един орган или перитонеум 
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